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摘要：克隆了嗜热乙醇杆菌（!"#$%&’(’#$&)’*+#$ #+"’(&,-*./）中乙醇代谢的关键酶之一醛)醇脱氢酶（*+,-.-+)*,/0*+1/.21/
1/.213-4/5*6/，71.8）基因的上游假定启动子序列，并进行了结构分析。结果表明，’0"1的上游序列是启动子，能启
动报告基因在大肠杆菌中持续表达。首次发现 ’0"1的启动子序列中存在两个独立的启动子（9!("和 9%(）和核糖体

结合位点（:;!("和 :;%(），分别都具有完整功能，但其活性均低于完整的启动子序列。由此推测嗜热乙醇杆菌中

’0"1的表达受这两个启动子协同调控。
关键词：启动子，醛)醇脱氢酶，报告基因系统，嗜热乙醇杆菌
中图分类号：<’% 文献标识码：7 文章编号：$"=%>"&=#（"$$(）$#>$("(>$#

"#$ %&’(’)$& *+,-./0/ ’1 )#$ !"#$ 2$+$ 3+4’50+6 )#$ *-5$#.5$!,-4’#’-
7$#.5&’6$+,/$ 0+ %#&’()!*!&’)+!,-&’ &-#!*)./,01!

98?@ ABC! D7E F.-54>@BC! GH @B->@*5" :A7E G/C>I*5!，"!!

（!"# 2#3 4’)&$’+&$3 &5 6(0./+$-’, 7-&+#*"(&,&83 .(0#$ 9-(-/+$3 &5 10.*’+-&(，:&.+"#$( ;’(8+<# =(->#$/-+3，?.@- "!#$%&）!

（!"# A#3 4’)&$’+&$3 &5 9-*$&)-&, 1(8-(##$-(8，B’(C-(8 B&$%’, =(->#$/-+3，B’(C-(8 "!$$’(）"

*8/)&,4)：J./ 5*0B3*+ K3-L-0/3 -M *+1/.21/)*+,-.-+ 1/.213-4/5*6/（71.8）4/5/（ ’0"1）M3-L !"#$%&’(’#$&)’*+#$ #+"’(&,-*./ N*6 *5*+2O/1 C5

1/*"#$-*"-’ *&,- B6C54 * 4/5/ /PK3/66C-5 3/K-30/3 6260/LQ J./ 6/RB/5,/ CLL/1C*0/+2 BK603/*L -M ’0"1 C6 3/,-45CO/1 *6 * ,-560C0B0CS/ K3-L-0/3 C5 1 Q

*&,-，*6 N/++ *6 T/C54 K3/6BL*T+2 *5 *,0CS/ K3-L-0/3 C5 ! Q #+"’(&,-*./ Q J./ 5*0B3*+ K3-L-0/3 -M ’0"1 C6 ,-LK-6/1 -M 0N- C51/K/51/50 K3-L-0/3

3/4C-56，*+0.-B4. *,0CSC0C/6 -M 0./ 0N- C51/K/51/50 K3-L-0/3 3/4C-56 *3/ LB,. +-N/3 0.*5 0.*0 -M 0./ 5*0B3*+ K3-L-0/3Q J./ 3/6B+06 C51C,*0/ 0.*0 0./

71.8 6250./6C6 C6 ,--K/3*0CS/+2 3/4B+*0/1 T2 0./ 0N- K3-L-0/36 C5 ! Q #+"’(&,-*./ Q

9$. :’&5/：93-L-0/3，7+1/.21/)*+,-.-+ 1/.213-4/5*6/，@/5/ /PK3/66C-5 3/K-30/3 6260/L，!"#$%&’(’#$&)’*+#$ #+"’(&,-*./

!’(%项目子课题基金（?-Q"$$#UV(!’&$$）；国家自然科学基金（?-Q%$!($=!!）
!!通讯作者 J/+：$"=>W%=’WW%W，8>L*C+：N+6.*-X Y6L*C+ Q ,-LQ ,5
收稿日期："$$&>!">$&，修回日期："$$(>$%>!=

嗜热乙醇杆菌 !"#$%&’(’#$&)’*+#$ #+"’(&,-*./ 的
乙醇产量可达 WZ（ D )D），在嗜热菌中是产量最高
的。其乙醇代谢的最后两步反应是乙酰 U-7 转化
为乙醛，乙醛生成乙醇。深入研究该途径，有助于

将此菌改造成燃料乙醇生产菌株，为日益紧张的能

源危机提供新的出路。

醛)醇脱氢酶（ *+1/.21/)*+,-.-+ 1/.213-4/5*6/，
71.8；8U !["[![!$，8U ![![!["）是近年来新发现
的脱氢酶家族。71.8的最主要特征是由两个保守
的结 构 域 组 成，醛 脱 氢 酶 结 构 域（ *+1/.21/
1/.213-4/5*6/，7+1.）和醇脱氢酶结构域（ *+,-.-+
1/.213-4/5*6/，71.）。71.8可以连续催化乙酰 U-7

生成乙醛再转化为乙醇。国际上已经报道的 71.8
共有 ’个，国内未见报道。在大肠杆菌、E,&/+$-0-.%
’*#+&).+3,-*.%、F-’$0-’ ,’%),-’、4’*+&*&**./ ,’*+-/ 中
71.8都被证明是乙醇代谢的关键酶［!，"，%，#，］。据
F/C\B6 ]@等报道，嗜热乙醇杆菌 %’8中乙醇代谢的
关键酶包括!型 71.、"型 71.和 7+1.，没有 71.8
的报道［=］。最近，公布了嗜热乙醇杆菌 %’8全基因
组序列，通过保守性分析，发现一个命名为 71. 的
蛋白与 E Q ’*#+&).+3,-*.% 中 71.8［"］相似性为 ="Z。
我们在嗜热乙醇杆菌 ]G"$$ 中克隆了该基因及其
上下游序列（@/5V*5\登陆号 ;<W%&$&!），重组酶的
酶学性质分析证明它是 71.8。为了阐述 71.8如何
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参与乙醇代谢调控，必须对 !"#!基因的启动子展
开深入的研究，本文报道了 !"#$ 基因上游启动子
的结构分析。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 菌种和质粒：嗜热乙醇杆菌 "#$%%（&’((
)*++%）和海栖热袍菌 %#&’()*)+! (!’,*,(& 由美国佐
治亚大学微生物系 " , #-./.0实验室惠赠；大肠杆菌
"1*%2购自 3456./7公司；质粒 89(*2 购自 :5;7/.<
公司。

!"!"# 酶和化学试剂：限制性内切酶、3=45>.?@ A:&
聚合酶和 ’B A:&连接酶为宝生物公司产品；木聚糖
和 3&CD&C购自 E-/67；其它试剂均为分析纯试剂。
!"# 方法
!"#"! 基因操作：分子克隆技术参照文献［F］。
!"#"# 嗜热乙醇杆菌 "#$%% 中 !"#$ 启动子的克
隆：根据 G.<D7<H上嗜热乙醇杆菌 )2!中疑似 &IJ!
上下 游 蛋 白 序 列 设 计 一 对 引 物，&8（ +KL
&’&’G((’’’&(((G&&G L)K） 和 &@ （ +KL
(($%$&’&G&(&&(’’(&GG&G’&’( L)K）（黑体为
-.!!酶切位点）。使用菌株 "#$%% 的基因组为模
板进行 3(M扩增。3(M产物酶切后与/(!!N-.!!
酶切后的 89(*2连接，产生质粒 89(:L!"#$。该质
粒由上海生工测序。

!"#"( 大肠杆菌中报告基因系统的构建：选择来源
于海栖热袍菌的木聚糖酶 D基因（ 0123）为启动子
研究的报告基因。以海栖热袍菌基因组为模板，使

用引物 O<（+KL&’G’(’(&G&&’G’&’(’(’GL)K）和
OP（ +KL((%$%’&’’’&’’’’(’’’(’’(’&’’’(’’’L
)K）（黑体是 -#)4 酶切位点）进行 3(M扩增。同时，
为了保留 !"#$ 基因完整的启动子和终止子，仅删
除 !"#$ 基因，以 89(:L!"#$ 为模板，使用引物 &8;
（ +KL&&G&&(&((’((&’&’’GL)K） 和 &@; （ +KL
((%$%’&’G&&&&G((’&’GG&G&&’L)K）（黑体是
-#)4 酶切位点）进行反向 3(M 扩增。这两个 3(M
产物酶切后连接，产生质粒 89(L0123LBQQ。以下带
有缺失了不同序列的启动子的质粒均以 89(L0123L
BQQ为模板，运用反向 3(M技术构建。为了仅删除
假定 的 启 动 子 3)Q，使 用 引 物 &)QL<LEA（ +KL

’’G’’&&&’’&’’&’(&&’&’GGL)K）和 &)QLP （ +KL

G’G’&(’’(G&&&&&’’’&&GL)K），3(M 产物自身环
化后为质粒 89(L012DL*Q$LEA。为了删除假定的启
动 子 3)Q 和 EA)Q，使 用 引 物 &)QL< （ +KL

’’(’’&’G’(’(&G&&’L)K）和 &)QLP，3(M 产物自身
环化后为质粒 89(L0123L*Q$。为了删除假定的启
动 子 3*Q$ 和 EA*Q$，使 用 引 物 &*Q$L< （ +KL
’G’’&&&’G&&’&&(&&L)K） 和 &*Q$LP （ +KL
’&G’G&’&&&’(G&’&’GL)K），3(M 产物自身环化后
为质粒 89(L0123L)Q。为了删除两个假定的启动子
（3*Q$和 3)Q）和两个 EA序列（EA*Q$和 EA)Q），反向 3(M
是以 89(L0123L)Q 为模板，使用引物 &)QL<和 &)QL
P，得到的质粒 89(L0123 作为空白对照。
!"#") 分析软件：启动子使用 :.R470 :.@S54H
34565@.4 34.I-P@-5<（$T$ 版）（J@@8：NNSSS, U4R-@U0= , 54/N
?.V — @550?N84565@.4 , J@60）分析。序列的同源性使用

A:&1&:（BT%版）分析。
!"#"* 木聚糖酶酶活的测定：构建好的质粒转化大
肠杆菌，过夜培养，离心收集细胞，重悬后超声破

壁，离心，取上清分析酶活。标准反应体系为：*%%

"W %T+X木聚糖和 Y%"W +% 6650NW 8C FT+（2+Z）的
邻苯二甲酸氢钾 [ 咪唑缓冲液，加入适量酶液，以
去离子水补足终体积至 $%%"W。2+Z反应 *%6-<
后，加入 F%%"W终止剂N显色剂（%T+ 650NW :7\C和
+X 3&CD&C以 B：* 体积混合）终止反应。空白对
照在反应终止后补加酶液。将终止的反应液置于

沸水浴加热 *%6-<，冰水冷却后，B*%<6处测定吸收
值。一个木聚糖酶活性单位（9）定义为每分钟催化
产生 *"650木糖的酶量

［Q］。

# 结果

#"! 嗜热乙醇杆菌 +,#--中 ./01启动子的序列
特点

嗜热乙醇杆菌 "#$%%中 !"#$ 启动子序列全长
BQQ>8，与菌株 )2!中 !"#$ 启动子序列的相似性为
Q%X。软件分析表明，该序列含有两个核糖体结合
位点 EA*Q$和 EA)Q，两个启动子区域 3*Q$（ [ )+*Q$，[

*%*Q$）和 3)Q（ [ )+)Q，[ *%)Q）。两个 [ *%启动子区域

均发现存在反向重复序列。其中 [ *%*Q$的反向重复

序列为 *)>8；[ *%)Q的反向重复序列为 *B>8。见图

*。调控区的反向重复序列的生理意义是提高
6M:&的稳定性或加强转录［$］。
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图 ! 嗜热乙醇杆菌 "#$%%中 !"#&启动子序列
起始密码子 ’()用弯箭头标出；* +,和 * !%启动子区域用黑体表示；-.序列用方框标出；对称的箭头表示的是反向重复序列；构建报告基

因系统中各质粒的引物用下划线标出。

!"! 大肠杆菌中报告基因系统的构建
为了研究 !"#$ 启动子的结构特点，在大肠杆

菌质粒 /01!2上建立了以 %&’( 为报告基因的分析
系统。各种完整或缺失的启动子片段融合在 %&’(
的 ,3端，这些启动子片段的强度区别可以通过 %&’(
的差异表达反映出来。为了确保 %&’( 的表达仅受
待分析的各种启动子片段转录调控，%&’( 表达元件
框的转录方向与 /01!2上 )!* 启动子的方向相反。

,个包含不同启动子片段的质粒的示意图见图
$。质粒 /014%&’(4566包含完整的 !"#&启动子序
列；质粒 /014%&’74!6$4-. 包含启动子 8!6$和两个

-.序列（-.!6$和 -.+6）；质粒 /014%&’74!6$ 包含启
动子 8!6$和 -.!6$；质粒 /014%&’(4+6包含启动子 8+6
和 -.+6；质粒 /014%&’( 是空白对照，删除了这两个
启动子和两个 -.序列。

图 $ 报告基因系统中不同启动子片段的质粒示意图

!"# !"#$ 启动子分析
构建好的报告基因系统可以直接在大肠杆菌

中表达，不需要添加诱导物，说明来源于嗜热乙醇

杆菌 "#$%%的 9:;&启动子被识别为组成型启动子。
含有不同质粒的大肠杆菌培养后破壁，粗酶液在

2,<测定木聚糖酶酶活。结果如图 +所示。
完整的启动子（/014%&’(4566）表达量最高，为

图 + 报告基因系统分析木聚糖酶酶活

!5=, 0>?@。启动子 8!6$和两个 -.序列（/014%&’(4
!6$4-.）的表达水平为 A=+ 0>?@，是完整启动子的
B%C。启动子 8!6$和 -.!6$（/014%&’(4!6$）的表达量
与启动子 8+6和 -.+6（/014%&’(4+6）的表达量急剧下
降，分别为 $=+ 0>?@和 %=6 0>?@，是完整的启动子
表达量的 !BC和 ,C。两个启动子和两个 -.序列
删除后的空白对照（/014%&’(）没有测到酶活，表明
!"#$ 上游序列中除了分析出的两个启动子外，不存
在其它启动子。由以上数据可以得出结论：!）!"#$
上游序列确实是启动子区域，和软件分析结果吻

合；$）!"#$ 的启动子序列包含两个启动子和相应的
核糖体结合位点，并且皆能单独行使其功能。它们

强度各异，表明调控因子可能是不一样的；+）两个
启动子单独作用时的活性远低于共同作用时，表明

!"#$ 的表达是这两个启动子协同调控的结果。

# 讨论

’:;&的出现被认为是 ’D:; 与 ’:; 融合的产
物，是乙醇代谢进化的转折点。然而除了参与乙醇

代谢，在大肠杆菌中 ’:;&还可以促使丙酮酸甲酸
裂解酶的失活，并且天然状态下以螺旋状的原聚体

形式存在，其生理意义不清楚［!］。’:;&的多功能性
折射出该基因表达调控上的复杂性。目前已报道
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的 !个 !"#$ 的启动子中，有 " 个具有两个独立作
用的启动子区域［#，$，%］。其中大肠杆菌 !"#$ 的启动
子研究最为深入。在大肠杆菌中，!"#$ 的启动子包
括 & $’$ 和 & #%% 两个启动子区域，转录因子 ()*+
和 ,-./对这两个位点都有调控作用，而转录因子
01*仅对 & #%%位点起作用；转录因子 023仅对 & $’$
位点起作用。同时，在 & #%% 位点转录的 4,(5的
翻译需要 ,()36 !的参与。因此，大肠杆菌中 5789
的表达受到转录和翻译两个水平的调控［’，#:］。在嗜

热乙醇杆菌中，!"#$ 启动子也包括两个可以单独行
使功能的启动子区域，并且 ;#<$的活性要高于 ;"<，

推测 !"#$ 的表达是受这两个启动子协同调控。两
个启动子共同作用时的活性远远高于各自单独作

用时，暗示这两个启动子的功能并不是简单叠加的

关系，可能存在更复杂的机理。值得注意的是，启

动子 ;#<$和两个 /=序列一起作用时，表现出的活性
高于启动子 ;#<$仅和 /=#<$一起作用时的活性，除了

两个 /=序列加强翻译外，不知道是否还存在其它
原因。详细的调控机理在进一步研究中。
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